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Resumo

O presente relatdrio de estdgio reporta o trabalho realizado durante o estdgio curricular
do mestrado em tecnologia quimica, realizado no Laboratério de Anélises Clinicas
Fernanda Galo Lda, localizado em Tomar. O referido estagio decorreu de 3 Fevereiro a 31

de Julho de 2014.

O trabalho desenvolvido teve como principal objectivo estudar o efeito da temperatura
e do tempo de armazenagem, em amostras de urina e controlos internos e externos, na
estabilidade das catecolaminas urindrias. Para além deste estudo foram também efectuadas

andlises as catecolaminas urindrias no ambito da prestacdo de servigos do laboratério.

Na concretizacdo deste estudo, inicialmente analisaram-se amostras de controlo
interno e externo que foram sucessivamente sujeitas a ciclos de congelacdao a -15 £ 5°C e
descongelagdo a temperatura ambiente de 25°C. De seguida procedeu-se a analise de
amostras de urina e de novos controlos, sendo que neste caso algumas foram submetidas
apenas a refrigeracdo a temperatura de 7 + 3°C, outras a congelacdo/descongelacdo e outras

ainda a ambas as situacdes. Procedeu-se também a anélise da performance cromatografica.

A determinacdo das catecolaminas urindrias foi efectuada utilizando o método da

cromatografia de alta eficiéncia, com deteccio electroquimica.

Da andlise a performance cromatografica verificou-se que os compostos apresentavam
tempos de retencdo correctos, com boa resolugdo (Rs>1,5) e factor de retencdo na gama
ideal (2-10). Verificou-se ainda que a coluna apresentou melhor performance na separagao

da adrenalina relativamente as outras catecolaminas.

Os resultados obtidos para o coeficiente de variacdo das catecolaminas estavam dentro
dos parametros permitidos, pelo que as amostras (urina/controlos) podem ser congeladas
ou refrigeradas sem que isso afecte o resultado final. Para as condic¢des utilizadas neste
estudo, conclui-se que o melhor método de armazenagem das amostras de urina € a
refrigeracdo. No caso dos controlos tanto a refrigeracdo como a congelacdo conduzem a

uma boa preservacao.

Palavras-chave: Catecolaminas, HPLC, Performance Cromatogréfica, Estabilidade, CV






Abstract

This internship report describes the work undertaken in the curricular training as part of
the masters in chemical technology, performed at Fernanda Galo Lda, a clinical analysis

laboratory located in Tomar. Training was carried out from February 3 to July 31, 2014.

The main objective of this work was to study the effect of temperature and time of
storage on the stability of urinary catecholamines using urine samples and internal and
external controls. In addition to this study analyses to urinary catecholamines have also

been carried out as part of the external services provided by the laboratory.

First, internal and external control samples have been analysed and then subject to
repeated freezing at -15 + 5°C and thawing at room temperature of 25°C. Then new urine
samples have been analysed and new controls made; some of them being only subjected to
refrigeration at a temperature of 7 + 3°C, others to freezing/thawing and others to both

processes. Chromatographic performance has also been analysed.

The determination of urinary catecholamines was carried out using high performance

liquid chromatography with electrochemical detection.

The chromatographic performance results indicated the compounds had correct
retention times, with good resolution (R¢>1,5) and retention factor within the range (2-10).
It was also found that the column had better performance in the separation of adrenaline

relative to other catecholamines.

The results for the coefficient of variation of catecholamines were within the allowed
parameters and therefore samples (urine/controls) can be frozen or chilled without
affecting the final result. Finally, for the conditions used in this work, it was found that the
best method to store urine samples is chilling. In the case of controls, both chilling and

freezing can be used effectively for good preservation.

Keywords: Catecholamines, HPLC, Chromatographic Performance, Stability, CV
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1. Introdugao

1.1. Enquadramento e Objectivos do Trabalho

O presente trabalho foi realizado sob orientacdo da Doutora Dina M. R. Mateus e do
Engenheiro Roque do Laboratério Fernanda Galo Lda, na modalidade de estdgio, e faz
parte integrante do ciclo de estudos conducente ao grau de Mestre em Tecnologia Quimica,
atribuido pela Escola Superior de Tecnologia de Tomar, do Instituto Politécnico de Tomar.

O estagio decorreu de Fevereiro a Julho de 2014.

As catecolaminas sdo um grupo de aminas biogénicas (noradrenalina, adrenalina,
dopamina) que actuam como hormonas e neurotransmissores respectivamente. Actuam
tanto ao nivel da musculatura cardiaca, como no metabolismo e também na circulacdo
periférica. Ao realizar uma andlise bioquimica a urina para avaliar estas hormonas, e
quando a sua concentragdo varia, hd vdarios diagndsticos possiveis que vao desde
hipertensdes, doencas degenerativas ou neoplasias no sistema cromafim (feocromocitoma,

neuroblastoma, paraganglioma).

Neste trabalho procedeu-se ao estudo do efeito da temperatura e do tempo de
armazenagem na estabilidade de amostras (urina e controlos), nomeadamente no que diz
respeito as catecolaminas urindrias. Efectuou-se a determinacio destas por cromatografia
de alta pressao (HPLC), em amostras congeladas e refrigeradas, durante aproximadamente

um mes, sujeitas a sucessivas operagdes de congelacao/descongelacao.

O estudo da estabilidade das amostras de urina € bastante importante para a defini¢io
do prazo adequado para a realizacdo do exame e do prazo méximo para a sua repeticao,

quando necessario. N@o se encontraram na literatura estudos especificos sobre este assunto.

1.2. Caracterizagao da Empresa

O Fernanda Galo Laboratorios Lda, ilustrado na figura 1, fundado em 1958 pela Dra.
Fernanda Galo, € um avancado e reconhecido conjunto de laboratorios, que primam pela

qualidade e rigor das suas andlises clinicas e ambientais.



Em 1993, a Dra. Conceicdo Faustino assumiu a Direc¢do Técnica e Geréncia, dando
inicio a um processo de desenvolvimento sustentado, com ampliacdo da drea de actuacdo e

actualizacgao tecnoldgica.

Figura 1 - Laboratério de Andlises Clinicas Fernanda Galo.

Este laboratorio, aposta fortemente na inovacdo tecnoldgica e cientifica, nos mais
avancados equipamentos, na qualificacio e formacdo da sua equipa e na oferta

diversificada de servicos de qualidade, seguindo os seguintes patamares:

Objectivo: Tornar o laboratério Fernanda Galo numa referéncia da Regiao Centro para as

areas de trabalho de Diagndstico Clinico, Qualidade Ambiental e Seguranca Alimentar.

Missao: Prestacdo de servigos analiticos de elevada qualidade nas dreas de trabalho.

Visao: Reconhecimento como um dos melhores e mais crediveis Laboratérios de Portugal,
apostando no reconhecimento externo dos seus servigcos e satisfacdo dos utentes e clinicos.
Por outro lado, almeja alcancar, através de um permanente espirito de inovacao e melhoria,
a solidez financeira, garantindo a viabilidade econémica da empresa e preparando-a para

novos desafios que se perspectivem no futuro.



Politica de Qualidade: Garantir a qualidade dos seus processos, a competéncia técnica
dos seus profissionais e a actualizagdo constante das suas metodologias, fomentando

igualmente a qualidade do servico e os niveis de satisfacdao dos seus utentes e clinicos.

O reconhecimento do prestigio do Fernanda Galo Laboratdrios € comprovado pelos
longos anos de experiéncia e pelo crescimento e evolucdo que tem alcancado, sendo
acreditado pela Norma NP/EC IEC 17025 e tendo sido o primeiro laboratério em Portugal
acreditado pela Norma NP/EC IEC 15189. Para além disso, possui diversos trabalhos

cientificos de relevo publicados.






2. Fundamentos Teoricos e Revisao Bibliografica

2.1. Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas s@o um grupo de compostos biologicamente activos comumente
encontrados na natureza. O termo “amina” é utilizado para compostos azotados basicos de
baixo peso molecular, por outro lado “biogénico” refere-se a tudo aquilo que pode ser

produzido no metabolismo dos organismos vivos animais ou vegetais.

Estas substancias sdo formadas principalmente pela descarboxilacdo dos

correspondentes aminodcidos precursores (Garcia-Ruiz et al., 2011).

Nos seres humanos, estas aminas actuam como neurotransmissores, sendo que cada
amina estd relacionada com diferentes respostas fisiolégicas. Elas podem interferir no
metabolismo e actuar em fungdes criticas do corpo humano, tais como a actividade
cerebral, regulacdo da temperatura do corpo e da secre¢do gastrica, influenciar a resposta

imune, crescimento e diferenciacao celular (Ladero et al., 2010).

Assim, surgiu a necessidade destes neurotransmissores serem frequentemente

quantificados e estudados.

A seguir sdo apresentadas as principais caracteristicas das aminas que foram estudadas

neste trabalho.

2.1.1. Catecolaminas

Catecolamina é o nome dado ao grupo de aminas biogénicas (noradrenalina, adrenalina
e dopamina) que actuam como hormonas e neurotransmissores. A adrenalina (ADR) e

noradrenalina (NA) sdo formadas a partir da dopamina (DA).

Estas moléculas tém uma ac¢do fundamental, ao nivel fisiolégico, na conducdo e
efectivacdo de estimulos neuroldgicos e neuromotores, como por exemplo, actividade

fisica, stress psicolégico ou choque hipovolémico (Silva, 2006).

Um aumento na producdo de catecolaminas pode ser encontrado nos tumores do

sistema cromafim (feocromocitoma, neuroblastoma, ganglioneuroma). Nos casos de



hipertensdo, doenca degenerativa cardiaca, esquizofrenia e psicose maniaco-depressiva, as

concentragdes das catecolaminas também podem variar (Silva, 2006).

2.1.2. Fisiologia da Glandula Supra-Renal

A glandula supra-renal tem uma dimensdo reduzida, muito vascularizada, situada
bilateralmente, na parte superior dos rins. E composta pelo cértex que ocupa 80 a 90% do
seu volume, com cor amarelada devido ao elevado teor em lipidos e pela medula, de cor
vermelho acastanhada, ilustrada na figura 2. Embora sejam independentes quanto a sua
origem e estrutura, estdo em estreita correlagdo funcional, o cortex deriva da mesoderme e

a medula tem origem no tecido nervoso (ectoderme) (Cortes, 2010).

Esta glandula pode assim, ser subdividida no coértex, que secreta glicorticides e
mineracorticoides, € medula, cujo principal produto de secre¢do é a ADR, cerca de 80%

(Brandan, 2010).

Analomia das Gindulas Adrenais

P

Medula

Segio em corte da glandula adrenal
Glandula adrenal

Glandula adrenal _ /esquerda
direita .

Rim esquerdo

Rim direito

Figura 2 - Glandulas supra-renais (Oliveira e Rosa, nd).

A medula da supra-renal € formada por células chamadas de cromafins ou

feocromocitos pelo facto de serem coradas pelo dcido cromico. Essas células sintetizam as



catecolaminas ADR e NA, sob a accdo tdnica das fibras colinérgicas do sistema simpdtico
(De Nicola, 2003). Outra catecolamina também produzida é a DA, porém em
concentracdes bem menores, e apresenta funcdes basicamente vasomotoras, diferentemente
das demais que possuem cardcter metabdlico (Cortes, 2010), sendo que no sistema nervoso

central esta veio a revelar-se um neurotransmissor fundamental (Silva, 2006).

O sistema simpdtico e a medula da supra-renal formam wuma unidade
anatomofisioldgica denominada sistema simpdtico-adrenal, ilustrada na figura 3. Tractos
provenientes da ponte, do bulbo e do hipotilamo fazem sinapse com os neurénios
simpéticos da medula espinhal localizados na coluna intermedidria. Os axoénios desses
neurénios pré-ganglionares podem passar através dos ganglios simpaticos para formar os
nervos esplancnicos que inervam a medula supra-renal. O seu principal neurotransmissor €
a acetilcolina que excita as células cromafins ligando-se a receptores nicotinicos (De

Nicola, 2003), levando a liberta¢do das catecolaminas.

Carebro

Ganglioa
gimpaticos

0

—(* )~

Médula
aspinal

P A

T'!ll‘”'lll‘ll. T AT TR
NEMosas
viScorales

suprarrenal

Catecolaminas

Figura 3 - Representacio esquematica do sistema simpdtico-adrenal (De Nicola, 2003).



2.1.3. Biossintese das Catecolaminas

A biossintese das catecolaminas na glandula supra-renal ocorre a partir do aminoécido
tirosina, que circula no sangue e pode ser captado pela medula da supra-renal (Fitzgerald,
2011), sendo assim obtido directamente a partir da dieta (fonte exdgena) ou pode ser
sintetizada no figado (origem enddgena) a partir do aminoécido fenilalanina (Brandan, et

al., 2010).

A tirosina € convertida em DOPA pela enzima TH (enzima limitante da sintese de
catecolaminas), a qual usa como co-factor a tetraidroxibiopterina (pteridina reduzida). A
DOPA € convertida, por sua vez, em DA pela DOPA descarboxilase (a qual € uma
descarboxilase que actua sobre aminodcidos aromadticos), e assim, ¢ formada a NA pela
enzima dopamina-B-hidroxilase. Finalmente a molécula de NA € metilada a ADR através

da feniletanolamina N-metiltransferase, como ilustra a figura 4 (Fitzgerald, 2011).



OH L-Tirosina

NH:
HO
Oy, Tetraidro-
biopterina
Tirosina hidroxilase
H0, Diidro-
bioplarina
0]
HO
OH L-Diidroxifenilalanina
NH, (L-DOPA)
HO
DOPA descarboxilase
L-aminoacido aromatico descarboxilase
Co;
HO y
Dopamina
NH
H 2
0, Acido
ascorbico
Dopamina B-hidroxilase
H,0, Deidro-
acido ascorbico
OH
HO ;
Noradrenalina
NH
HO ¢
S-adanosil-
metionina Feniletanolamina

N-metiltransferase
Homeocisteina

OH

HO.
Adrenalina

HN
HO “CHs

Figura 4 - Sintese das catecolaminas a partir do aminodcido tirosina (Fitzgerald, 2011).



A regulacdo desta biossintese da-se sobre dois sitios. O primeiro encontra-se na TH,
enzima que € regulada por dois mecanismos: a DA, NA e ADR inibem-na, inibindo
competitivamente o seu co-factor, o que possibilita que o excesso de catecolaminas possa

inibir a sua prépria sintese (Fitzgerald, 2011).

O outro estimulo, o qual também € regulatério, consiste na inducdo da sintese desta
enzima, apdés o aumento da actividade granular, mediante estimulacdo dos nervos

esplancnicos (De Nicola, 2003).

As catecolaminas acumulam-se nas vesiculas citoplasméticas chamadas de granulos de
deposito. No interior desses granulos, elas permanecem ligadas a adenosina trifosfato
(ATP), o que impede a sua degradacdo pela enzima monoamina oxidase (MAO) (De
Nicola, 2003). Ja a libertacao destes compostos derivados de aminodcidos ocorre através
do mecanismo da exocitose (Brandan er al., 2010), pela estimulacdo esplancnica, que

liberta a acetilcolina nos terminais nervosos das células nervosas das células cromafins (De

Nicola, 2013).

Normalmente, apenas uma pequena frac¢do das catecolaminas libertadas entra no

sangue (Brandan et al., 2010).

A inactivagdo destas ocorre principalmente através da degradacdo. A degradacdo
ocorre pela oxidacdo e metilagdo a cargo de duas enzimas, MAO e a catecolamina-O-
metiltransferase (COMT), respectivamente. A MAO tem uma distribuicdo difusa,
particularmente nos terminais pré-sindpticos noradrenérgicos. A COMT tem também uma
distribuicdo difusa, particularmente no figado, rins e musculo liso. Da accdo destas

enzimas resulta a libertacdo dos metabolitos das catecolaminas (Soares, 2006).

O 4cido vanilmandélico (VMA) € o principal metabolito das catecolaminas NA e ADR,

e o acido homovanilico (HVA) é o maior metabolito da DA.

2.1.4. Importancia das Catecolaminas

A andlise as catecolaminas e aos seus metabolitos é uma importante forma de
disgnéstico de neoplasias do sistema simpético-adrenal (feocromocitoma, neuroblastoma e
paraganglioma). Estes tumores sdo responsaveis pela elevacdo das catecolaminas aquando

da sua biossintese e excrec¢ao.
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O padrio destas catecolaminas difere segundo a forma de tumor: feocromocitomas
geralmente produzem NA e ADR; paragangliomas segregam NA e neuroblastomas

produzem DA.

Valores aumentados das catecolaminas e seus metabolitos podem nao sé indicar varios
tipos de neoplasias, mas também podem ser apenas casos de consumo excessivo de café,
ou tabaco, uma situagcdo de stress severo, hipoglicemia ou o uso de certos medicamentos
(metildopa, isoproterenol, minoxidil, hidralazina). Por outro lado se os valores estiverem
diminuidos pode sugerir hipotensdo postural, sindrome Shy-Drager e disautonomia

familiar.

Os feocromocitomas representam cerca de 95% das neoplasias de células cromafins,
que ocorrem na medula da glandula supra-renal. No entanto existem células cromafins
noutras localizacdes, nomeadamente nos ganglios simpdticos do sistema nervoso
autobnomo, que podem originar neoplasias, genética e funcionalmente relacionados com o

feocromocitoma, designadas de paragangliomas (Costa, 2008).

Os neuroblastomas sao neoplasias solidas, provenientes do sistema nervoso simpatico,
virtualmente exclusivos da infancia. Apesar dos grandes avancos terapéuticos e das
técnicas de diagnostico, estes ainda persistem como um grande desafio para os

oncologistas pediatricos (Cartum, 2010).

Além disso, a DA também € responsdvel pelo controlo e regulagdo dos movimentos,
estando assim associada a alteracdes do sistema dopaminérgico, como a doenca de
Parkinson, que estd associada a um défice de DA e a esquizofrenia a uma hiperactividade

do sistema dopaminérgico (Soares, 2006).

2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Devido a facilidade em efectuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas, a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analiticos
modernos, podendo ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras técnicas

instrumentais de andlise (Rutz, 2009).

Sendo a cromatografia um método fisico-quimico, ela fundamenta-se na migracio

diferencial dos componentes de uma mistura, o que ocorre devido a diferentes interac¢oes
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entre duas fases imisciveis, sendo uma fase fixa que tem uma grande drea superficial
chamada fase estaciondria (FE), e a outra um fluido que se move através da fase

estaciondria sendo chamada de fase mével (FM) (Lancas, 1993; Degani et al., 1998).

Assim, os componentes da amostra percorrem um meio adequado com o qual
interactuam fisicamente (FE) arrastados por um fluido adequado (FM). A separagio resulta
na diferenca das velocidades dos componentes arrastados pelo solvente, dependendo das
diferentes interac¢des (cargas, tamanhos moleculares, polaridades, afinidades especificas
ou solubilidades) com a FE. As diferentes interac¢des entre cada um dos analitos
(substancias que sdo separadas durante a cromatografia), e as duas fases resultam em
diferentes velocidades no percurso (tempo de reten¢do), emergindo do meio a tempos

diferentes (Ferro, 2010).

Hoje em dia a aplicac@o da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em varios
laboratédrios, € considerada indispensdvel, pois esta faz parte das técnicas de separacdo
mais avancadas. Na HPLC, utilizam-se equipamentos muito sofisticados que podem ser
totalmente automatizados, tornando as andlises mais rapidas, sem o comprometimento do

desempenho cromatografico (Maldener, 2009).

Os principios tedricos fundamentais da HPLC foram estabelecidos na década de 1960,
e desde ai, o desenvolvimento desta tem sido fenomenal (Raghavan, 2007). As razdes para
este crescimento estdo relacionadas com a sua adaptabilidade para determinagdes
quantitativas com boa sensibilidade (Tonhi, et al., 2001). Além disso deu-se um grande
desenvolvimento de novas particulas de FE, capazes de produzir colunas mais selectivas,
eficientes e quimica e mecanicamente estdveis (Maldener, 2009). Assim, devido a este
grande desenvolvimento esta técnica permitiu a injeccao de volumes de amostra cada vez
mais pequenos e reprodutiveis e a deteccdo de quantidades de analito cada vez menores,
em sistemas de detec¢do com fluxo que indicam quando os componentes sofrem eluicdo da

coluna (Gomes, 2010).

O principio de analise para HPLC consiste na dissolu¢do da amostra num solvente e de
seguida, introduzi-lo na coluna cromatografica preenchida com a FE. Simultaneamente,
esse solvente (FM) é bombeado com fluxo constante, a alta pressdo deslocando os
componentes da mistura através da coluna. Estes distribuem-se entre as duas fases de
acordo com as suas afinidades. As substancias com maior afinidade com a FE movem-se

mais lentamente. J4 as substidncias com pouca afinidade com a FE movem-se mais
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rapidamente. Ao sair da coluna, os componentes passam por um detector que emite um
sinal eléctrico o qual € registado, originando um cromatograma, como se pode verificar na
figura 5 (Argenton, 2010). Portanto, um cromatograma € a resposta do detector na forma
de um gréfico, representando a concentracdo de analito no efluente, em fun¢do do tempo
ou do volume de eluicio (Gomes, 2010; Pombeiro, 2003). A &drea dos picos do
cromatograma € proporcional a concentracdo de analito, sendo essa proporcionalidade

determinada com base na inser¢do de padrdes de concentragao conhecida.

O processo de escoamento dos compostos, que sdo arrastados pela FM ao longo da

coluna até a saida, designa-se por elui¢ao (Pombeiro, 2003).

Os equipamentos de HPLC possuem software préprio que determina a drea dos picos

do cromatograma por integracdo permitindo ainda a calibra¢do automaética.

Compound B

Control and
data processing '::> Compound A

ilcolumn and
column oven — ===

Compound €

o 2 4 [ B 0 12 1dmin

Pump Injectar

Chromatogram

Figura 5 - Sistema de HPLC.

Esta técnica veio complementar a cromatografia gasosa (GC) no tipo de compostos que
podem ser separados, pois a HPLC € utilizada em andlises de compostos nio volateis ou
termicamente instdveis, onde a CG ndo pode ser utilizada. Como cerca de 80% dos

compostos apresentam essas caracteristicas, o campo de aplicacio da HPLC ¢

extremamente vasto (Argenton, 2010).

Além disso, na HPLC utiliza-se uma menor quantidade de FM, o que permite utilizar
solventes raros, ou caros, além de que os tempos de reten¢do sdo mais curtos e esta permite

realizar um maior nimero de andlises por unidade de tempo.

Assim, esta técnica apresenta inimeras vantagens das quais se destacam (Bottoli,

2007):

= versatilidade, dnico requisito € a solubilidade da amostra na FM;
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= tempo reduzido de andlise;
= alta resolugdo;
* boa reprodutibilidade;

= possivel automagao.

Mas também lhe sdo apontadas algumas desvantagens (Bottoli, 2007):

= elevado custo do equipamento e da sua manutengao;
= ndo existe um detector universal com boa detectabilidade e baixo custo;

= experiéncia do operador no seu manuseamento.

A HPLC pode ser dividida em dois grupos principais, cromatografia de fase normal
(FN) e de fase reversa (FR), de acordo com a natureza da FM e FE. Na tabela 1, constam

as suas principais diferencas.

Tabela 1 — Caracteristicas de cromatografia de FN e FR (Raghavan, 2007; Degani, et al., 1998).

Cromatografia Fase Normal Cromatografia Fase Reversa

Fase Polar - silica, vidro poroso ou )
] Apolar - silica
Estacionaria | alumina

Polar - mistura de uma solu¢@o aquosa
Fase Movel | Apolar - hexano ou tetrahidrofurano e um solvente orginico (metanol e

acetonitrilo)

Solutos  apolares  sd@o  eluidos | Compostos  polares sdo  eluidos
Eluicao primeiro, os polares sdo retidos pela | primeiro e os mais apolares eluidos

FE e eluidos depois posteriormente

A cromatografia de FR € bastante versétil, rdpida e altamente reprodutivel, sendo a sua
eficiéncia dependente da polaridade, pH, solubilidade e das caracteristicas fisico-quimicas
do soluto (Raghavan, 2007). Portanto a maioria das separacdes efectuadas € de FR, tendo

esta um maior campo de aplicacdo que a de FN (Gomes, 2010).

Na cromatografia de FR existe uma relacdo exponencial entre o factor de retengdo, e a
fraccdo do volume do solvente organico na FM. Um erro de 1% na quantidade de solvente

organico pode fazer variar o tempo de retencdo entre 5% e 15% (Gomes, 2010).
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Quando a composicdo da FM € alterada gradualmente ao longo da elui¢do
cromatogrifica, estamos perante uma eluicdo de gradiente. Nos casos em que a
composi¢do da FM se mantém constante durante toda a andlise, o tipo de eluicdo é

conhecida como isocratica (Pombeiro, 2003).

2.2.1. Performance Cromatogréafica

Para os métodos cromatograficos, os critérios considerados para a defini¢do da
performance esperada ttm como base o referencial normativo ISO 13530 (ISSO/TS13530
2009) e o guia CITAC/EURACHEM (EURACHEM 1998).

A eficiéncia da separagdo € avaliada cromatograficamente a partir da determinagdo dos
seguintes parametros: factor de retencdo (K), factor de separacdo (a), resolucdo (R;) e

nimero de pratos (N). Estes parametros sdo optimizados a partir de estudos ao nivel de:

= FE, utilizando diferentes colunas;
= FM, experimentando diferentes eluentes e diferentes proporcdes no caso de

misturas, desde que compativeis com a FE (Sarah, 2005; Ferreira, 2012).

Na figura 6 sdo indicados os parametros utilizados para o célculo dos valores de

performance cromatogréfica, acima mencionados.

..

rESmE‘[E do detector
le
o
—

| /.'“\1li |wm |I || \
ISVAVA
S\ fe ¥ N

I[D t1 t, termpio

Figura 6 - Cromatograma com identificacdo dos pardmetros para calcular performance (Gomes, 2010).
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Onde:
tp ou ty (tempo morto da coluna): também conhecido como o tempo extra da coluna, € o
tempo que demora um soluto que nao foi retido na coluna para ser eluido, isto &, um

composto que € insolivel ou ndo é adsorvido na FE.

W: largura da banda do pico, resultante da interseccdo das duas tangentes aos pontos de

inflexao do pico.
W2 largura do pico a meia altura.

t, (tempo de retencdo): € o tempo que demora um soluto a ser totalmente eluido da coluna.
Este corresponde a medida de tempo, normalmente em minutos, que o analito leva a
percorrer o sistema cromatografico. O tempo de permanéncia efectivo do analito no
sistema cromatografico, nomeadamente na FE, é determinado a partir da seguinte relagio

expressa na equagdo 1 (Ferreira, 2012).

t' =t —ty (D

A seguir, descrevem-se os parametros de performance.

Factor de retencao (K)

O factor de retencdo também conhecido por factor de capacidade € uma medida de
distribuicdo da amostra entre a FM e a FE, ou seja mede o tempo em que um analito é
retido pelas particulas da coluna em relacdo ao tempo percorrido na FE, segundo a equacdo

2.

— (tr_to) — t’_r
K= ™ 2)

Este valor é especifico para cada substancia dependendo das fases movel e
estaciondria, da temperatura e da qualidade de enchimento da coluna. Quanto maior for

este valor melhor serd a retencao ao soluto.
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O ideal seria todos os picos eluirem com um valor de K entre 2 e 10, de forma a obter
uma melhor performance cromatogrifica. Contudo, para as amostras mais complexas

podem ser aceites valores entre 1 e 20 (Ferro, 2010).

Valores menores que 2 indicam pouca interac¢do entre o soluto e a FE, enquanto
valores maiores que 10 indicam interac¢do muito forte com a FE, resultando em anélises

demoradas (Synder, 1996).

Factor de separacao (o)

O factor de separacdo também designado como factor de retencio ou de selectividade é

medido pelo tempo de retencdo relativo de dois picos (t;; € t2) em relacdo ao ty, segundo a

equacao 3.
_ ety
T (3)

Quando o € proximo de 1 a coluna ndo € selectiva, ou seja, ndo ocorreu separacio

(Ferro, 2010).

Resolucio (Ry)

E a medida que determina se dois picos adjacentes estdo completamente separados, e é
calculada a partir da distancia que separa os pontos méaximos dos picos, estimada a partir

das larguras da base, ou a partir da largura da base a meia altura, como demonstra a

equacgao 4.
_2(t—ty)
ST Wotw, “4)

Quando Ry=1, os dois picos sdo razoavelmente separados, com apenas 2% de
superposicdo das dreas, se as quantidades dos dois componentes forem iguais. Valores de
resolucao superiores a 1 indicam uma melhor separacdo, sendo o valor 6ptimo para Ry >
1,5 o que indica uma separacdo completa. Na prética, considera-se um pico com boa

resolucdo a partir de Rg=1,25, como demonstra a figura 7 (Ferreira, 2012).
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Figura 7 - Resolu¢do num cromatograma (Adao, nd.).

Numero de pratos (N)

-

E o ndmero indicativo da performance da coluna, sendo por isso adimensional.
Corresponde a medida da largura do pico em relagdo ao seu t; (Argenton, 2010). Este

parametro estd relacionado com a eficiéncia cromatogréfica.

Um prato equivale a uma etapa de equilibrio do soluto entre a FE e a FM. Quanto
maior o nimero de pratos, mais equilibrios existirdo, maior serd a eficiéncia e, portanto,
melhor a separacdo. Na pratica, o nimero de pratos é a medida do alargamento do pico que
ocorre quando o analito passa através do sistema e pode ser calculado pela equacdo 5.

.2
;\T=l6:~:‘—1;_j|- (5)

Qualitativamente, a eficiéncia pode ser avaliada pelo formato do pico cromatogréfico,
como mostra a figura 8. Quanto mais estreito for o pico, menor € a distribui¢do dos analitos
na coluna, pelo que maior serd a eficiéncia desta na separacdo do soluto (Gomes, 2009;

Pombeiro, 2003).

A eficiéncia pode ser influenciada por vérios factores, nomeadamente as condi¢des de
andlise (temperatura), o tamanho da amostra (volume de injec¢do), o tipo de soluto (pH) e,

principalmente, o comprimento da coluna, sendo este ultimo o componente que dificulta a
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comparacao de N entre colunas diferentes. Pelo que, a avaliagdo comparativa entre colunas
¢ feita com base na altura equivalente a um prato (H), que corresponde a razdo entre o
comprimento da coluna (L), e N, eliminando a influéncia dos diferentes comprimentos da

coluna (Paschoal et al., 2008).

_\I = i =" H = i
H N (6)

a

[ I |

. | no= 10

[ I [

24 | i

' 1 |

1] 5 :l!) : 15 Tempo, mim

I I

I I

"

| |

|

o |
=
=
=1

7 n = 1000
el
rim
L L} |
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Figura 8 - Influéncia de N na resposta da coluna cromatogréafica (Argenton, 2010).

2.2.2. Equipamento de HPLC

Na figura 9, encontra-se representado um esquema tipico de HPLC, onde se pode

identificar os varios componentes instrumentais € quimicos.

Os componentes instrumentais sao a bomba, o injector, a coluna, o detector e o sistema
de processamento de dados, enquanto os componentes quimicos sdo a FM e FE (Ferro,

2010).
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Coluna Detector Interface

Sistema de dados

Valvula de injecéo

Fase movel (eluente)

Figura 9 - Montagem tipica de HPLC (Bottoli, 2007).

Fase Movel

A FM € um liquido que estd continuamente a ser bombeado para a coluna e que actua,
ndo s6 como transportador da amostra (Ferro, 2010), mas desempenha, igualmente, um
papel importante no grau de separacdo que € possivel atingir com uma determinada coluna.
E a interaccdo quimica entre a FM e amostra com o enchimento da coluna que determina o
grau de migracdo e separacdo dos componentes contidos na amostra, por iSso o tipo € a

composi¢ao da FM influencia a separacdo numa dada coluna (Ferro, 2010).

O sucesso da separagdo cromatogréfica s6 € possivel se for aplicada uma FM correcta a

uma FE conveniente.
A escolha da composicao da FM tem em conta varios factores, tais como:
= propriedades fisico-quimicas que afectam a solubilidade, particdo e adsorcdo e,
portanto, a separacio;
= propriedades fisicas que afectam tanto a possibilidade de deteccdo dos

componentes, como as que dificultam o manuseamento das bombas, detector e

coluna;
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» propriedades que afectam a segurancga (toxicidade e inflamabilidade);

= custo (Argenton, 2010).

O abastecimento da FM € equipado com um ou mais reservatérios que podem ser de
vidro ou o proprio recipiente do solvente, desde que este seja inerte, ou de aco inoxidavel,
sendo que este ndo € apropriado para fases méveis tamponadas com pH baixo, pois podera

ocorrer a corrosao do recipiente.

Fases moveis como a dgua e outros solventes polares t€ém tendéncia a dissolver gases
como o oxigénio e azoto. Se estes gases forem libertados dentro do equipamento podem
formar bolhas na coluna e no sistema de deteccdo essas bolhas podem causar o
espalhamento de banda, interferindo assim na eficiéncia do detector. Por este motivo os
solventes devem ser desgaseificados, através de sistemas de bomba de vacuo, sistemas de
destilacdo e dispositivos de aquecimento (Pombeiro, 2003).

Alguns sistemas contem filtros a fim de impedir que a poeira e materiais particulados
no solvente causem danos no sistema de bombeamento, de injeccdo e entupimento da

coluna (Rutz, 2009).

Fase Estacionaria

A FE consiste em pequenas particulas porosas que aumentam a drea superficial. Os
principais parametros desta sdo: o tamanho da particula, a distribuicio do tamanho da

particula, o tamanho do poro, drea de superficie, tipo e quantidade de ligantes.

A natureza das fases estaciondrias € um importante parametro para determinar as

propriedades dos sistemas de separacdo de FN ou FR (Ferro, 2010).

Bombas de Alta Pressao

Devido ao facto de trabalhar com colunas de particulas com dimensdes muito
reduzidas, a HPLC necessita que o fluxo da FM seja constante ¢ a alta pressdo (até
6000kpsi), o que se consegue através de um sistema de bombeamento eficaz. A utilizacio
da alta pressdo € necessdria, pois as particulas da FE exercem alta resisténcia ao fluxo da

FM e se esta ndo fosse utilizada, a anélise seria muito lenta (Argenton, 2010).
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O fluxo deve ser constante para garantir a reprodutibilidade, sensibilidade e exactidao
da andlise (Rutz, 2009). Além disso, o bombeamento pode ser isocratico ou por gradiente,
como ja se referiu anteriormente. No caso de ser isocrdtico utiliza-se apenas uma bomba

(Argenton, 2010).

Normalmente utilizam-se bombas reciprocas com um ou preferencialmente dois pistdes

0 que minimiza a pulsacdo.

Sistema de Injeccao da Amostra

Para se obter uma boa eficiéncia nas andlises cromatograficas, um factor muito

importante a considerar € a maneira como se introduz a amostra na coluna.

O sistema de injec¢do mais utilizado, é o da vélvula rotatéria (utilizado no estudo), pois
além de ser reprodutivel, elimina o problema de retorno da amostra. Neste sistema o
volume injectado ndo necessita de ser preciso, pois a valvula rotatdria tem uma alca capilar
amostradora (loop), ilustrado na figura 10, capaz de selecionar volumes de 1 a 100 pL de
amostra, sendo o excesso levado para fora do equipamento (Rutz, 2009), para um esgoto, o
que faz com que a introdug@o da amostra, figura 11, tenha grande precisao e exactidao de

volume (Argenton, 2010).

Figura 10 - Loop.

Figura 11- Introdu¢@o da amostra no HPLC.
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Na figura 12 pode ser visualizado o método de injec¢do da amostra, com a vélvula
rotatéria no interior do loop. Na posicdo de carregar (a) um determinado volume de
amostra € carregado, enquanto a FM vai directa para a coluna. A rotacdo da posi¢do
geralmente € feita manualmente. Assim na posicao injectar (b), mudam-se as conexdes,

fazendo com que a FM passe pela alga de amostragem e arraste a amostra para a coluna

(Rutz, 2009).

Posicao LOAD Posicao INJECT

Syringe [

vaste |

JQample

Fixed-volume

sample //

loop

loop

Load position Inject position
(a) (b)

Figura 12 - Sistema de injec¢do da amostra com a valvula rotatéria (Bottoli, 2007).

Coluna

Num sistema de HPLC podem existir trés tipos de colunas, as de saturacdo, de guarda e
as analiticas. A que foi utilizada neste estudo, figura 13, era analitica. E nesta que se

encontra a FE.
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Figura 13 - Coluna utilizada no trabalho.

Normalmente, a coluna € constituida por aco inoxiddvel, mas também pode-se utilizar
vidro refor¢ado e silica fundida, desde que o material seja inerte, de modo a ser de capaz
de resistir as elevadas pressoes, além de que o didmetro deverd ser uniforme (Pombeiro,

2003).

As colunas mais utilizadas apresentam normalmente um didmetro interno que varia
entre 4-6mm e um comprimento que depende da granulometria da FE como mostra a

tabela 2 (Argenton, 2010).

Tabela 2 - Caracteristicas das colunas analiticas (Argenton, 2010).

Granulometria () Comprimento (cm)
3-5 10-15
7—10 Até 25 cm (em casos
especiais, até 60 cm)

Detector

Os detectores sdo sensores com dispositivos electroquimicos, que detectam e enviam
um sinal eléctrico a um processador (Raghavan, et al., 2007). Esse sinal € registado na
forma de um pico cuja drea é proporcional a quantidade do componente analisado

(Argenton, 2010).

Assim, um detector para HPLC deve ser caracterizado por dar uma resposta linear em

fun¢do da concentracdo de soluto, numa grande gama de concentracdes. Além disso, deve
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ter uma elevada relacdo sinal/ruido (atendendo a que o ruido € devido a flutuagdes ou
perturbacdes na temperatura, pressdo ou alteracdes do fluxo da FM, podendo ser também
devido ao circuito eléctrico do detector). Este ruido deve ser baixo para que baixas

concentracdes de soluto possam ser detectadas (Raghavan, et al., 2007).

Neste estudo o detector utilizado foi o electroquimico, figura 14. Este tipo de detector
baseia-se na possibilidade de muitos compostos serem oxidados ou reduzidos quando se

aplica um potencial eléctrico (Argenton, 2010).

Figura 14 - Detector electroquimico.

Processador de dados

O processador de dados estabelece a conexdo entre os varios componentes de HPLC.
Para isso € necessario um software adequado, neste caso foi utilizado o 32 Karat 7.0, que
de modo a aumentar a versatilidade, exactiddao e precisao permite controlar a composi¢ao
da FM, o fluxo que sai da bomba, a injeccdo da amostra e a temperatura da coluna,
podendo diagnosticar possiveis problemas que surjam (Rutz, 2009). Além disso processa
os dados adquiridos pelo detector, apresentando-os na forma de um cromatograma (Ferro,
2010) efectuando a integracdo das dreas e mediante calibracdo relaciona-os directamente

com a concentra¢do dos analitos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Equipamentos e Materiais

O equipamento de cromatografia utilizado foi um HPLC System Gold da marca
Beckam, figura 15, equipado com um sistema de bombas de modelo 126, ligado a um

detector electroquimico 166, figura 16.

Figura 15 - Equipamento de HPLC.
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Figura 16 - Interior do detector.

O detector electroquimico utilizado era constituido por uma célula electroquimica VT-
03. Esta célula é formada por um eléctrodo de carbono vitreo, utilizado como eléctrodo de
trabalho, e um eléctrodo de referéncia in-situ Ag/AgCl, imerso numa solugdo de KCl

saturada, contendo cristais de KCl e, ainda, um eléctrodo auxiliar de aco inoxidével.

A coluna utilizada era da marca Chromsystems Order to 6100. Nesta a FE € constituida

por silica-gel, sendo a cromatografia de FR.

Os equipamentos utilizados para auxiliar a preparagdo das amostras foram:

= agitador vortex (Heidolph, modelo Reax 2000);

* sistema de filtracdo com bomba de vacuo, que foi utilizado para aspirar as amostras
no processo de preparagio;

= centrifugadora (Jouan, modelo GR 4.12);

= colunas de preparacdo de amostras;

* fita de medicao de pH;

* micropipetas de 10-5000 uL;

* pipetas de 10 mL;

= material corrente de laboratorio.
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Para introduzir a amostra na vélvula de injec¢do, utilizou-se uma micro seringa de
injeccdo de 25 uL.

As andlises foram efectuadas pelo método do padrao interno.

Para tratamento dos resultados utilizou-se o software 32 Karat versao 7.

As seguintes solucdes, e reagentes utilizados foram fornecidos pela empresa RECIPE,

excepto o Controlo Externo — RIQAS, que foi fornecido pela RANDOX.

Solugdes utilizadas:
=  Standard - ClinTest®;
= Calibrador - ClinCal® (urina liofilizada);
=  Controlo Interno - ClinChek® (urina liofilizada);
=  Padrao Interno,
= Controlo Externo RIQAS - Programa de Urina Humana: RQ9115 (urina liofilizada

com concentracdes de catecolaminas desconhecidas).

Reagentes:

= Reagente E (elui¢do);

= Reagente S (estabilizacdo).

Solugdes preparadas no laboratdrio:

» Soluc¢do de HCI1 0,2M, para preparar calibrador e controlo interno;
* Solugdo de NaOH 1M;
* Solugdo de KCl saturada.
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3.2. Métodos Analiticos

3.2.1. Extrac¢do da Fase Solida

A técnica de extraccdo da fase sdlida (SPE, do inglés: solid-phase extraction) é uma

alternativa pratica para a pré-concentra¢do de amostras.

Basicamente, a SPE consiste em percolar uma amostra através de um adsorvente sélido
de forma a que os analitos e interferentes que tém afinidade com a fase sélida fiquem
retidos, enquanto os outros compostos passam sem serem retidos. Os analitos retidos sdao

recuperados mediante eluicdo com um solvente adequado (Hennion, 1999).
Assim, esta técnica tem de forma simplificada quatro etapas bésicas:

A) condicionamento;

B) aplicacdo da amostra;

C) lavagem, que permite que algumas impurezas francamente retidas sejam eliminadas
pela passagem de um solvente fraco (dgua);

D) eluicdo.

+ —— Analito i

+ 4 —— |nterferente

Figura 17 — Método de extracgdo da fase sdlida (Gomes, 2009).
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3.2.2. Determinacdo de Catecolaminas

Condicoes Cromatograficas

A eluicdo foi realizada em modo isocratico da FM utilizando as condicdes referidas na

tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢des do HPLC para a andlise das catecolaminas urindrias.

Volume de injec¢do 20 uL
Injector Fluxo 0,7 mL/min

Intervalo de injec¢do 10 min

Temperatura 30°C
Coluna Pressdo 200 bar

Pressdo das Bombas 0,72 kpsi

Tipo Electroquimico

Veell 500 mV
Detector

Filtro S5s

Range 0,5 nA/V

Preparacio de solucoes

Solucdo Padrado:

E uma solucdo comercial que estd pronta a ser injectada. O seu objectivo consiste em

verificar se o equipamento estd nas devidas condi¢des, ou seja, se a coluna detecta os

componentes € se estes sdo separados nos tempos correctos. O cromatograma obtido é

comparado com o de referéncia, fornecido pela RECIPE, em termos dos tempos de

retengdo e do declive dos picos.

Solucdo Calibrador:

E uma solucio que é utilizada com o objectivo de calibrar o sistema de HPLC para a

analise das catecolaminas urinarias.
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Ela € responsével pela obtencao das curvas de calibragdo, por isso o calibrador deve ser
injectado vdrias vezes, até obter cromatogramas semelhantes, garantindo, assim, um bom
resultado final.

A solugdo preparou-se adicionando ao frasco 8,0 mL de solucdo de HCI 0,2 M, e
esperou-se cerca de 15 min até todo o material estar dissolvido. Depois desta primeira
preparagdo, e antes de ser injectada no HPLC, a solugdo deve sofrer o mesmo tratamento

que as amostras, descrito mais a frente neste trabalho.

Solugdo Controlo Interno:

O controlo interno € utilizado com o objectivo de assegurar a qualidade interna dos
laboratdrios de andlises, garantindo a qualidade do processo, de modo a que os resultados
sejam fidedignos. Sdo acompanhados de uma tabela, tabela 4, fornecido pelo fabricante,

com os valores limite de controlo.

Tabela 4 - Limites mdximo e minimo para o Controlo Interno.

Analito Valor Médio (ug/L) | Limites de Controlo (ng/L)
Noradrenalina 164 131-197
Adrenalina 37,3 29,8-44.8
Dopamina 270 216-324

A soluc¢@o de controlo preparou-se adicionando ao frasco, 8,0 mL da solu¢ao de HCI
0,2 M e agitou-se durante 15 minutos. Esta solu¢do obtida, antes de ser injectada no HPLC,

sofreu também o mesmo tratamento que as amostras.

Controlo Externo — RIQAS:

O controlo externo tem como objectivo a avaliacdo da qualidade dos resultados obtido

por uma entidade externa independente.

Esta solucao foi preparada hidratando o frasco do controlo externo com 10,0 mL de
agua destilada. Esperou-se 30 min e adicionaram-se 3 gotas da solugdo de acido cloridrico,

que € fornecida conjuntamente com o controlo externo. Seguidamente foi preparada de
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acordo

com o mesmo método analitico que as amostras e, por fim, injectada no

equipamento.

Preparaciao das amostras (calibrador, controlos e urina a analisar):

)

vi)

vii)

Colocou-se 3,0 mL de urina, previamente centrifugada e acidificada com HCI, em

3 tubos de ensaio;
A cada tudo adicionou-se 5,0 mL do Reagente S e 30 UL do Padrio Interno;

Agitou-se suavemente e verificou-se a cor das amostras (pH). Caso se verifica-se

que a cor era laranja, adicionava-se NaOH até passar a amarela;

N

Adicionaram-se as amostras a coluna de extrac¢do, sendo o filtrado obtido

desprezado;

Encheram-se as colunas até ao topo com a solucdo de dgua de HPLC, filtrou-se e

desprezou-se o filtrado;

Adicionou-se a cada coluna 6,0 mL do Reagente E, filtrou-se e recolheu-se o

filtrado;

Os tubos foram agitados por breves instantes, num agitador de vortice, a fim de

homogeneizar a amostra;

viil) De seguida as amostras foram injectadas no HPLC.

Sempre que se efectuaram andlises injectou-se primeiro a solucdo padrdo, repetiu-se

este procedimento até a obtencdo de dois cromatogramas idénticos ao cromatograma de

referéncia. Procedeu-se posteriormente a injec¢do da solucdo de calibracdo, seguida da

injec¢do do controlo interno. Finalmente injectaram-se as amostras a analisar.

3.3. Controlo Externo — RIQAS (Avalia¢ao Externa)

De modo a avaliar externamente a qualidade do método analitico utilizado neste estudo,

procedeu-se a andlise de um Controlo Externo - RIQAS. Este foi hidratado tal como

referido no ponto 3.2.2. e, apds andlise, enviou-se os resultados para um laboratério
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externo (laboratorio avaliador), que comparou os valores obtidos com os valores de

referéncia, que neste caso sao os reais.

O RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme) foi criado em 1990, e
desde entdo tornou-se um dos maiores esquemas de avaliacdo de qualidade externa a nivel
global. Actualmente € constituido por um total de 21 programas, abrangendo uma ampla
gama de testes de diagndstico. O principal objectivo deste é ajudar os laboratérios a
satisfazer as suas exigéncias de qualidade e, mais importante fornecer o melhor cuidado

possivel ao paciente.

3.4. Estudo da Estabilidade das Catecolaminas

Para a realizacdo deste estudo, utilizaram-se amostras que foram apenas congeladas ou
refrigeradas e algumas amostras foram simultaneamente refrigeradas e congeladas, de

modo a avaliar a sua estabilidade ao longo de varias semanas.

3.4.1. Amostras Congeladas

Para estudar o efeito da congelacdo utilizaram-se amostras de um Controlo Interno,
com 8,0 mL e dois Controlos Externos — RIQAS, com as referéncias 43 12 e 42 3, de 10,0
mL cada. Estes foram hidratados como referido no ponto 3.2.2., e posteriormente realizou-
se a sua extraccdo, sendo de seguida analisados no HPLC. Os respectivos frascos e
aliquotas de cada extrac¢do foram congelados a cerca de -15 = 5°C, sendo depois
descongelados a 25°C, temperatura ambiente, e congelados sucessivamente para se

proceder a sua reandlise.

Estas andlises foram repetidas durante 33 dias, com intervalos de 6-7 dias, de acordo

com o esquema apresentado na figura 18.
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Frasco

1° Dia
Extraccdo 1

8° Dia
Extraccdo 2

14° Dia
Extrac¢do 3

~

Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3
Analisar e Analisar e Analisar e
congelar congelar congelar
8° Dia 14° Dia 20° Dia
Descongelar, Descongelar, Descongelar,
analisar e analisar e analisar e
congelar | congelar | congelar
14° Dia 20° Dia 27° Dia
Descongelar, Descongelar, Descongelar,
analisar e analisar e analisar e
congelar congelar congelar
20° Dia 27° Dia 33° Dia
Descongelar, Descongelar, D
] ] escongelar e
analisar e analisar e
congelar
congelar congelar
2ebla 33° Dia
Descongelar, Descongelar e
analisar e <
analisar
congelar L
33° Dia
Descongelar e
analisar
- =

Figura 18 - Metodologia seguida nas amostras congeladas.
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3.4.2. Amostras Refrigeradas vs Amostras Congeladas

Nesta parte do estudo foram utilizadas amostras de Controlo Externo — RIQAS e de
urina de trés Pacientes, sendo que algumas foram apenas refrigeradas, outras congeladas e

algumas amostras foram simultaneamente refrigeradas e congeladas.

As amostras e aliquotas de urina foram, no caso do Paciente A, sempre congeladas e
descongeladas, a uma temperatura de congelacdo de -15 + 5°C, as do Paciente B ¢ C
sempre refrigeradas, a 7 + 3°C. A temperatura ambiente para descongelacdo foi cerca de
25°C.

Estas andlises foram repetidas durante 3 semanas, com intervalos de 2-3dias. Seguiu-se
um esquema de andlise semelhante ao representado na figura 18. No caso de Paciente C
apenas se realizou uma extraccdo, analisando apenas essa aliquota ao longo dos vérios

dias.

Como amostras de Controlo Externo — RIQAS utilizaram-se quatro frascos, com as
referéncias 42 4, 42 10, 42 11 e 42 13, que foram hidratados e de seguida procedeu-se a
extraccdo de trés deles (42 10, 42 11 e 42 13). Tanto os frascos como aliquotas resultantes
destas extraccOes foram refrigerados, a 7 + 3°C. No dia seguinte realizou-se uma nova
extraccdo, destes trés frascos e reanalisaram-se as aliquotas da 1* extrac¢do. Depois da 2°
extrac¢do, tanto os fracos como aliquotas foram sempre todos congelados a -15 + 5°C. A

temperatura ambiente para descongelacdo foi cerca de 25°C.

Nesta parte do estudo, procedeu-se desta forma de modo a avaliar a estabilidade destes
controlos, uma vez que nas suas bulas, esté referido que as catecolaminas sao instaveis nas
amostras de urina reconstituidas, por isso apOs a sua reconstituicdo as amostras devem ser
analisadas num periodo de 2 dias, sendo que a amostra € estavel de +2 a +8°C. Assim, ao

proceder desta forma avaliou-se o que ocorreria ultrapassando este periodo de tempo.

Na figura 19, um esquema simplifica a metodologia seguida nesta parte do estudo.
Estas andlises foram realizadas durante 25 dias, com intervalos de 7-8 dias, excepto da 1*

extrac¢do para a 2° como ja foi referido.

O outro frasco 42 4 que inicialmente tinha sido apenas hidratado, foi refrigerado a 7 +

3°C durante uma semana. Depois realizou-se a sua extrac¢do e precedeu-se de igual forma
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nas duas semanas seguintes, sendo que neste caso tanto as aliquotas como o frasco foram

sempre refrigerados a 7 + 3°C. Na figura 20 estéd explicado o processo seguido.

Frasco
| |
1° Dia 2° Dia 10° Dia
Extrac¢do 1 Extraccdo 2 Extrac¢ao 3
J S
Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3
Analisar e Analisar e Analisar e
refrigerar congelar congelar
2° Dia 10° Dia \l/
Analisar e DeSC(l)-n gelar, |\
Eee e analisar e
) | congelar |
10° Dia \l/
Descongelar, |
analisar e
congelar
18° Dia
Descongelar,
analisar e
congelar

25° Dia

Descongelar e
analisar

Figura 19 - Metodologia seguida nas amostras de RIQAS 42 10,42 11 e 42 13.
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Frasco

~—

. I N B
1" Dia 14° Dia 21° Dia
H1dr_atar ¢ Extracgao 2 Extrac¢do 3

refrigerar
-
Y - Y
7° Dia Aliquota 2 Aliquota 3
Extrac¢ao 1 analisane Analisar
refrigerar
~ ~— O
Aliquota 1 21° Dia
Analisar e Anali
. nalisar
refrigerar
- -
S ——
14° Dia
Analisar
-

Figura 20 - Procedimento seguido na amostra de RIQAS 42 4.



4. Apresentagao e Discussao dos Resultados

4.1. Calibracdo do Método

A partir da solucdo do calibrador obtiveram-se as curvas de calibragdo das
catecolaminas. A calibracdo € feita automaticamente pelo software instalado no

equipamento. Na tabela 5 e no grafico da figura 21 apresenta-se um exemplo de calibracdo.

Tabela 5 - Exemplo dos resultados da andlise da solucdo calibrador para a determinacio das curvas de

calibracdo das catecolaminas (NA, ADR e DA).

Concentracao Concentracao < < .
(ug/L) Relativa Area Area Relativa
Noradrenalina 111 111 56038755 0,569
Adrenalina 27,8 27,8 10344600 0,105
Dopamina 188 188 140977279 1,432
Padrao Interno 1 1 98447401 1
Calibracao
200
y=131,28x + 3E-14
=1
= 150
%)
% =195
% szz _ p =O==Noradrenalina
£ 100 - .
< ={}=Adrenalina
-5
% ==/+=Dopamina
o 50
y = 264,57
RZ=1
0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
Areas relativas

Figura 21 - Curvas de calibracdo das catecolaminas (NA, ADR e DA).
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4.2. Andlise da Performance Cromatografica

Na figura 22, apresenta-se um exemplo de um cromatograma obtido e na tabela 6, os
valores da respectiva andlise, determinando-se assim a quantidade de cada catecolamina,

para a amostra em questao.

EpinephrinedAdrenalin: 3.765 28743589 3.309

"
P Marepinephrine®oradrenalin 3,250 5716573 12,181

1 internsl Standart 4 585 91515091 1.000
] DopamineDopamin 6455 76219031 109338
A

E-6

T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 2 4 L] B T E 9 1o
Minutes

Figura 22 - Cromatograma de uma amostra de urina para andlise as catecolaminas (NA, ADR e DA).

Tabela 6 - Resultados da amostra de urina da figura 22.

, , Concentraciao Quantidade no volume
Area Area relativa
(ug/L) de urina de 24h (ng)
Noradrenalina | 5716578 0,075 12,181 25,580
Adrenalina 2874389 0,038 8,309 17,449
Dopamina 91518091 1,201 109,338 229,610
Padrio Interno | 76219031 1,000 1,000 2,100

Os valores obtidos para a quantidade no volume de urina de 24h, tém que ser
multiplicados pelo volume total de urina, que foi recolhida durante 24h, sendo de seguida
comparados com os valores de referéncia, apresentados na tabela 7, de modo a verificar se

esta amostra apresenta valores normais ou andémalos.
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Tabela 7 - Valores de referéncia para as catecolaminas na urina de 24h.

Valores referéncia (ug)
Adrenalina 4-20
Noradrenalina 23-105
Dopamina 190-450

De seguida procedeu-se a avaliagdo da performance do sistema cromatografico, tabela
8, com base no cromatograma anterior, sendo que esta amostra € considerada
representativa de todas as outras utilizadas no estudo, pois os tempos de retencao
mantiveram-se semelhantes nos varios cromatogramas, nao havendo alteracdo significativa

dos parametros estudados.

Tabela 8 - Exemplo de célculos da performance cromatografica para uma amostra.

t, (min) W (cm) R, K o N H (cm)
Noradrenalina 3,250 0,300 - 3,063 1,211 1067,111 | 0,014
Adrenalina 3,768 0,400 1,480 4,460 1,477 | 1273,062 | 0,012
Padrao Interno 4,585 0,600 1,634 5,231 1,601 778,410 | 0,019
Dopamina 6,458 0,700 2,882 6,573 - 902,745 | 0,017

Comprimento da coluna = 15 cm

Analisando os valores, e de acordo com o que esta referido na literatura consultada, a
coluna utilizada apresenta uma boa resolucdo, pois os valores de Ry sd@o superiores a 1,25.

Além disso a separagdo também € completa visto que ha valores de R superiores a 1,5.

Relativamente a retencdo (K) e com base nestes valores pode-se dizer que esta coluna
apresenta uma boa retencdo para estes analitos, pois os valores de K, para a amostra

analisada estdo dentro da gama ideal (2-10).

Além disso, nesta amostra, constata-se que a ADR € o composto para o qual a coluna
apresenta maior performance (N) na separagcdo, visto que € este composto, que possui
maior valor de N, pelo contrdrio o padrdo interno é o composto separado com menor
performance. Assim, a coluna utilizada apresenta maior eficiéncia a separar a ADR,

relativamente aos outros compostos em questao.
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4.3. Controlo Externo — RIQAS (Avalia¢ao Externa)

Os resultados da avaliagdo externa para efeitos de qualidade, véem sob a forma de um
relatdrio, apresentado no Anexo .
Na seguinte tabela constam os valores obtidos no laboratério Fernanda Galo Lda e os

valores reais para esta andlise.

Tabela 9 - Comparacdo dos resultados do Controlo Externo — RIQAS.

Catecolaminas (ug/L)
NA ADR DA
Valor do Lab. Fernanda Galo Lda 279,132 48,286 275,878

Valor real 256,796 58,832 298,559

Desvio (%) 8,7 17,9 7,6

Os desvios verificados estdo dentro do permitido pelo RIQAS, pelo que o método de
quantificacdo e deteccdo das catecolaminas utilizado neste estudo é adequado para o seu

fim, facultando bons resultados.

4.4. Estudo da Estabilidade das Catecolaminas

4.4.1. Amostras Congeladas

Na tabela 10 apresentam-se os resultados obtidos e ainda a sua andlise estatistica.

Para o controlo nido foi realizada uma 3* extrac¢do, pois o frasco desta solucdo apenas
contém 8,0 mL e como em cada preparacdo de amostra se utilizam 3,0 mL, ndo existiria
volume suficiente para tal. O RIQAS 42 3, também ndo tem alguns dados visto que o seu

estudo foi iniciado mais tarde.
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Tabela 10 - Resultados obtidos e sua andlise estatistica.

Controlo RIQAS 43 12 RIQAS 42 3

Catecolaminas (ug/L)
NA ADR DA NA ADR NA NA ADR NA

Extraccao 1 | 223,6 | 40,6 266,0 145,1 42,1 111,7 | 195.1 52,7 178,7
Extraccdo 2 | 211,7 | 38,3 264,7 139,0 36,7 1150 | 1825 49,3 163,2

Extracgdo 3 1353 | 386 | 111,1 | 1839 | 435 | 1758
s 70,7 | 2.6 0,7 24,5 7,7 43 | 478 | 220 | 678
s 8,4 1,6 0,9 50 2.8 2,1 6,9 4,7 8,2
CV (%) 39 | 41 0,3 3,5 71 1,8 3,7 9,7 48
CV (%)

el 15,0 30,0 20,0 15,0 30,0 20,0 15,0 30,0 20,0

Alig. Ext. 1 | 220,5 | 42,0 261,2 137,2 41,1 110,0 | 195.9 51,4 178,8
Aliq. Ext. 1 | 170,9 | 36,1 197,6 138,1 41,9 109,6 | 195.6 53,3 176,3
Aliq. Ext. 1 | 220,7 | 43,3 2539 139,1 37,1 96,8 195,6 46,8 176,6

Aliq. Ext. 1 | 2152 | 37.4 | 2542 | 1526 | 31,3 | 1021
Aliq. Ext. 1 | 180,2 | 4055 | 2681 | 1469 | 360 | 99,9
Aliq. Ext.2 | 181,7 | 38,5 | 2109 | 1490 | 402 | 1099 | 186,0 | 483 | 1657
Aliq. Ext.2 | 227,6 | 44,0 | 2729 | 1483 | 41,5 | 1080 | 1805 | 504 | 162,0
Aliq. Ext.2 | 2234 | 395 | 2641 | 140,6 | 374 | 1075
Aliq.Ext.2 | 172,9 | 379 | 2778 | 1426 | 351 | 108.6
Aliq. Ext. 3 1432 | 404 | 1080 | 186,1 | 453 | 1746
Alig. Ext. 3 1405 | 40,0 | 109,9
Aliq. Ext. 3 1382 | 363 | 1103
s? 5845 | 74 | 7799 | 255 | 102 | 205 | 437 | 9.0 | 46,7
s 242 | 27 | 279 5.0 3.2 45 6,6 3,0 6.8
CV(%) | 120 | 68 | 111 3,5 8,4 4,2 3,5 6,1 4,0
CV (%)
permitide® | 150 | 300 | 200 | 150 | 300 | 200 | 150 | 300 | 20,0

(1) Tabela 11

Os viérios resultados obtidos, tanto para o Controlo Interno, como para o Controlo
Externo — RIQAS, ndo variam significativamente, ao longo do periodo analisado. No caso
do Controlo Interno, estes valores tém que estar dentro dos limites definidos na tabela 4,
para que os resultados obtidos possam ser considerados de confianga, o que ocorre na
maioria das andlises realizadas, tal como se pode verificar nos gréficos das figuras 23, 24 e

25.
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Figura 25 - Variagdo da dopamina no Controlo Interno.




Na figura 24, verifica-se que o limite superior para a NA foi muitas vezes ultrapassado,
0o que sugere que o método poderia ndo estar devidamente calibrado para esta

catecolamina.

Da anélise dos graficos também se verifica que estes, ndo seguem nenhuma tendéncia,
variam de andlise para andlise, em torno de um valor médio respeitando os limites

estipulados que j4 existem para estes analitos, salvo a excepcao da NA.

A dispersao verificada nestes graficos pode ser explicada, pela elevada sensibilidade do

método utilizado.

Relativamente ao tratamento estatistico efectuado aos dados anteriores, foram
utilizadas as medidas de dispersdo (variancia, desvio padrao e coeficiente de variacdo), de
modo a avaliar a maior ou menor variabilidade dos resultados obtidos, ou seja, se estes se
concentram ou nao ao redor da tendéncia central de um conjunto de observagdes (Morais,

nd).

Para calcular a variancia, desvio padrdo e coeficiente de variagdo (CV), foram

utilizadas as seguintes equagoes:

2 _ (x'_f)z
st =X ™
(x;—%)?
s=Vs?= [Ty ——— (8)
CV (%) = i x 100 9)

Estas medidas de dispersdao permitiram comparar os valores que foram obtidos neste
estudo, com os valores de erro permitidos para estes analitos, apresentados nas seguintes

tabelas, de modo a verificar se o estudo apresentava valores 16gicos e concisos.
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Tabela 11 - Valores de referéncia para as catecolaminas fraccionadas (RCPA-QAP, 2012).

Biogenic Amines (Reviewed April 2012)

|Test or Analyte

”Lcuwer Goal

” Upper Goal

| Adrenaline [+ 30 nmoliL < 100 nmoliL £ 30% > 100 nmoliL
| Dopamine [+ 0.20 umoliL < 2.0 umol/L [+ 20% > 1.0 umoliL
|sHIAa [ 8 umoliL < 40 umoliL £ 20% > 40 umoliL
[HIMA [+ 6 umoliL < 40 umoliL [+ 15% > 40 umoliL
[HvA |+ 6 umoliL < 40 umoliday [ 15% > 40 umoliL

|Metanephrine

[+ 0.2 umoliL < 1.0 umollL

[+ 20% > 1.0 umoliL

|Nnradrena|ine

|+ 75 nmoliL < 500 nmoliL

| 15% > 500 nmoliL

|Nnrmetanephrine

| £ 0.4 umol/L < 2.0 umoliL

|+ 20% > 2.0 umoliL

|3 - Methoxytyramine

[+ 0.3 umoliL 2.0 umaliL

[ 15% > 2.0 umoliL

|Sernmnin

|02 umol/L < 1.0 umoliL

£ 20% > 1.0 umoliL

Tabela 12 - Valores de referéncia para as catecolaminas totais (Ricos ef al., 1999).

Number || Biological Desirable
Analyte ;;perg Variation specification
[Cvw |[cvg ([1(%) |B(%) ||[TE(%)]
U- ;ﬂal catecolamines, concentration, 1 240 |l320 120 100 298

Assim, da andlise ao CV para as catecolaminas fraccionadas, verificou-se que os
valores sao todos inferiores aos do CV permitidos, que contam na tabela 11, sendo que no
controlo também se corrobora, que fazendo uma nova extrac¢do os valores ndo variam
tanto, como nas aliquotas que foram congeladas e descongeladas sucessivamente, embora

essa variacdo esteja dentro da gama de valores permitidos.

Estes valores, também foram comparados com o CV permitido para as catecolaminas
totais, valores que se encontram na tabela 13, sendo que se constatou, que estes também se
encontram dentro dos parametros normais. No entanto, no controlo, para as aliquotas que
foram congeladas e descongeladas, o valor obtido deu 29,9 e o valor permitido é de 29,8,
mas nao podemos esquecer, que estes valores véem acompanhados de vdrios

arredondamentos, dos vdrios cdlculos efectuados, por isso esta diferenga pensa-se ser

aceitavel.
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Tabela 13 — Resultados do coeficiente de variagdo para catecolaminas totais.

Controlo RIQAS 43 12 RIQAS 42 3
CV (%) catecolaminas totais (ug/L) Extraccées 8,3 8,9 18,2
CV (%) catecolaminas totais (ug/L) Aliq. Extr. 29,9 16,1 13,6
CV (%) permitido catecolaminas totais (ug/L) @ 29,8

(2) Tabela 12

Assim, com base nos resultados obtidos conclui-se que tanto o Controlo, como o
Controlo Externo — RIQAS, sdo estdveis a operacdes de congelacdo e descongelacio
sucessivas, pelo menos durante um més. Estes resultados sdo de grande importancia em
termos de ecoeficiéncia dos laboratérios de andlises, uma vez que sempre que se realiza
uma andlise deste tipo € necessdrio proceder também a andlise de controlos. Como os
frascos apenas permitem a realizacdo de duas ou trés extrac¢des, a sua congelacdo, sem
comprometer a qualidade de prestacdo dos servigos aos utentes, ¢ uma mais valia para os
laboratdrios, ndo s6 do ponto de vista econdmico e ambiental, mas também em termos de

tempo de anélise.

Pode-se ainda concluir, que o Controlo Externo — RIQAS também pode ser hidratado e
inclusivamente congelado, ndo sendo assim necessdrio realizar a sua andlise dentro de dois
dias, pois os varios resultados obtidos sdo perfeitamente aceitdveis, visto que respeitam

todos os parametros tidos em conta neste estudo.
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4.4.2. Amostras Refrigeradas vs Amostras Congeladas

Os resultados das amostras de urina e respectiva andlise estatistica encontram-se nas

seguintes tabelas.

Tabela 14 — Resultados obtidos para amostras congeladas vs refrigeradas.

Paciente A Paciente B Paciente C

Catecolaminas
NA | ADR DA NA ADR DA NA | ADR | DA
Extrac¢do 1 | 38,2 12,8 | 4904 35,0 17,8 207,0 | 33,8 6,0 | 146,9
Extraccido 2 | 24,8 16,2 | 653,7 25,6 17,4 229,6
Extrac¢do 3 | 27,8 19,8 | 574,8 28,2 18,2 214,2

¢ 400 | 120 | 66746 | 238 | 01 | 1332

: 71 | 35 | 817 | 49 | o4 | 115
V(%) | 234 | 13| 143 | 165 | 21 | 53
pefxiii‘f‘l’gm 150 | 300 | 200 | 150 | 300 | 200

Aliq.Extl | 364 | 13,9 | 5294 | 265 166 | 1963 | 33,7 | 55 | 1424
Alig. Ext1 | 363 | 13,8 | 3825 | 232 17,8 | 183,0 | 373 82 | 1425
Alig. Ext1 | 343 | 18,1 | 457,0 | 29,1 204 | 1902 | 324 | 49 | 1604
Alig. Ext1 | 319 | 17,7 | 4882 | 293 17,5 | 2039 | 32,6 | 3.8 | 1494
Aliq. Ext1 | 247 | 162 | 4851 | 247 15,7 | 2093
Aliq.Ext2 | 348 | 17,8 | 6568 | 26,7 140 | 2118
Alig. Ext2 | 275 | 164 | 617,1 | 208 156 | 2110
Aliq.Ext2 | 254 | 13,0 | 5824 | 256 174 | 2323
Alig. Ext2 | 253 | 16,5 | 6262 | 24,0 12,9 | 2233
Aliq. Ext3 | 270 | 18,7 | 563,0 | 225 17,1 | 209,3
Alig. Ext3 | 279 | 16,5 | 5482 | 24,6 18,5 | 201,7
Alig. Ext3 | 286 | 17,3 | 591,6 | 24,6 152 | 2137

s? 289 | 59 |7891,8| 128 7.3 4568 | 38 2,6 | 54,6

s 54 2.4 88,8 3,6 2,7 214 | 20 1,6 7.4
CV (%) 164 | 13,6 | 153 13,0 14,8 9,6 58 | 284 | 50
CV(%)(D 150 | 30,0 | 20,0 15,0 30,0 | 20,0 | 150 | 30,0 | 20,0

permitido
(1) Tabela 11

Tabela 15 - Coeficiente de variacdo para catecolaminas totais nas amostras de urina.

Paciente A | Paciente B | Paciente C
CV (%) catecolaminas totais (Lg/L) Extraccoes 59,0 23,4 -
CV (%) catecolaminas totais (ug/L) Aliq. Extr. 45,3 37,4 39,2
CV (%) permitido catecolaminas totais (ug/L) @ 29,8

(2) Tabela 12
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Analisando os resultados através do CV, para Paciente A, ao nivel das catecolaminas
fraccionadas, verificasse que tanto os resultados da ADR, como da DA, situam-se dentro
dos limites estipulados. A NA ultrapassa aquele valor, tanto nas extrac¢oes (+8,4%), como
nas aliquotas que foram congeladas e descongeladas (+1,4%). Nas catecolaminas totais, o
valor limite € em muito ultrapassado, tanto para as varias extracgoes (+29,2%), como para
as congelacOes e descongelacdes (+15,5%). Isto pode indagar que este Paciente poderia ter
algum tipo de doencga, a urina poderia estar contaminada ou esta poderia ter-se degradado
ao longo do tempo devido a variacdo das condi¢des ambientais, pois a urina degrada-se

muito facilmente com a temperatura.

No caso do Paciente B, nas catecolaminas fraccionadas todos os valores estdo dentro
dos parametros permitidos, excepto a NA (+1,5%) no caso das vdrias extrac¢oes
realizadas. Para as catecolaminas totais, realizando uma nova extracc¢ao o valor estd dentro
do limite, nas aliquotas esse valor € ultrapassado (+7,6%). Contudo, estes resultados sdo
bastante bons, pois no caso destas amostras, elas foram apenas refrigeradas, o que poderia
levar a que os valores estivessem alterados, devido as oscilacdes de temperatura. Todavia
ndo foi isso que ocorreu, sendo que estes resultados sdo bastante melhores que os do
Paciente A, onde as amostras haviam sido todas congeladas. Portanto, com base nos
resultados obtidos, a refrigeracdo da urina, para este tipo de andlises, poderd ser melhor

que a congelagdo.

Relativamente ao Paciente C, como apenas se realizou uma extrac¢do, sO se analisou
essa aliquota ao longo dos vdrios dias. Dessa andlise, para as catecolaminas fraccionadas
os valores situam-se dentro dos limites permitidos. No caso das catecolaminas totais, este
valor € um pouco superior (+9,3%), tal como no Paciente B, mas em ambos os casos as
amostras foram apenas refrigeradas. Além disso ao realizar apenas uma extrac¢ao para este
Paciente, caso essa amostra tivesse algum tipo de contaminacido ndo existem outras para

comparagdo, pelo que desprezando esse facto, os resultados foram aceitaveis.

Nas amostras de urina, os valores das vérias extrac¢des e aliquotas tém que ser
comparados com os valores de referéncia para as catecolaminas de 24h, que se encontram
na tabela 7, de modo a atestar se os resultados sio normais ou andmalos. Estas

comparacdes estdo representadas nos graficos das figuras de 26 a 34.
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Figura 28 - Varia¢ao da dopamina no Paciente A.
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Figura 31 - Variag¢do da dopamina no Paciente B.
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Da andlise dos graficos corrobora-se o que ja foi dito anteriormente, ou seja, tanto para
o Paciente B como C, os valores das varias analises encontram-se dentro dos limites
estipulados, salvo raras excepcdes uma vez que como ja se referiu este método € bastante
sensivel, pelo que qualquer alteracdo, mesmo que minima, ao nivel das condicdes

ambientais ou do HPLC poderao fazer variar um pouco os resultados.

No Paciente C, também se constatou que a DA estd um pouco baixa, o que podera
dever-se a algum tipo de doenca mas para isso seria necessdrio efectuar mais andlises,

nomeadamente aos metabolitos das catecolaminas.

No caso do Paciente A, este também deveria ter algum tipo de doenca, isto porque
apesar dos valores obtidos para as catecolaminas ADR e NA estarem dentro dos limites a
DA nao estava. Esta apresenta resultados bastante altos e a ndo ser que a amostra
contivesse algum tipo de contaminagdo ou esta tivesse ocorrido no decorrer do trabalho,
este Paciente deveria realizar mais analises, tal como o Paciente C de modo a averiguar a
situacdo. Isto porque os valores das catecolaminas estarem alterados podera ser explicado
por uma simples situagdo de consumo excessivo de café, hipoglicemia, stress severo e até
pelo uso de certos medicamentos. Contudo podera ser algo mais grave como algum tipo de
neuroblastoma, esquizofrenia ou doenca de Parkinson, visto que nestes Pacientes é a DA

que estd alterada.

O estudo ndo foi muito conclusivo, no caso das amostras de urina congeladas, pelo que
de futuro, poder-se-ia utilizar mais amostras nestas condi¢cdes, de modo a ter mais
resultados para comparacdo. Deste modo, do que se obteve, apesar da DA ter resultados
bastante elevados, facto que j4 foi explicado anteriormente, ao congelar as aliquotas destas
amostras isso seria benéfico, pois se realmente o Paciente sofresse algum tipo de doenca ao
congelar a sua amostra, esta poderd ajudar a investigar a evolucdo da doenca ou para

pesquisa, além de que também poderd servir para repetir as andlises caso fosse necessario.

Este estudo, no caso das urinas, permitiu concluir que o melhor método de
armazenamento das amostras € a refrigeracdo, podendo o periodo de tempo ser 3 semanas,

sem comprometer os resultados das andlises.

As amostras de urina poderem ser refrigeradas, € um facto bastante importante para os
laboratdrios, pois caso estes ndo tenham muitas amostras para analisar podem esperar uns

dias, de modo a terem um conjunto de amostras mais elevado. Isto porque, para realizar
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uma andlise a apenas uma amostra, tem que se utilizar como solu¢gdes um controlo, padrdo
e calibrador, como j4 referido anteriormente. Simultaneamente tem que se utilizar a coluna
correcta do HPLC para a andlise em questdo, que neste caso seria as catecolaminas, pelo
que o laboratdrio iria ter imenso desperdicio tanto de solugdes, reagentes, material, como
de energia. Além disso, existe igualmente a necessidade de um operador constante para
efectuar estas andlises. Portanto e com base neste estudo, para estas andlises, as amostras
de urina podem ser guardadas, em refrigeracdo, até se obter um conjunto de amostras
razoavel que nao conduza a desperdicios, sem colocar em causa os resultados das andlises
dos utentes. Deste modo, o trabalho sera mais ecoeficiente, tornando assim o laboratdrio

mais competitivo e amigo do ambiente.

Nas tabelas 16 e 17, encontram-se os resultados das amostras dos Controlos Externos —

RIQAS e respectiva anélise estatistica.

Tabela 16 - Resultados das amostras congeladas e refrigeradas de Controlo Externo — RIQAS.

RIQAS 42 10 RIQAS 42 11 RIQAS 42 12
Catecolaminas
NA ADR DA NA ADR DA NA ADR DA

Extraccdo 1 198,8 48,9 181,4 148,2 43,6 156,9 161,8 41,5 168,3
Extraccdo 2 | 223,0 40,5 171,6 142,0 42,2 153,5 141,1 38,9 158,4
Extraccdo 3 189,8 48,0 163,2 147,7 43,4 140,2 139,8 32,7 146,5

s 2940 | 213 82,9 11,9 0,5 775 | 1525 | 207 | 1192

s 17,1 4.6 9,1 3,5 0,7 8,8 12,4 45 10,9
CV (%) 8.4 10,1 53 24 1,7 5,9 8.4 12,1 6,9
CV (%)

b 15,0 30,0 20,0 15,0 30,0 20,0 15,0 30,0 20,0

Aliq. Ext 1 186,8 42,7 182,5 | 1392 | 403 1548 | 155,7 46,1 171,0
Aliq. Ext 1 180,7 | 47,7 172,7 | 136,5 | 40,2 1492 | 151,6 44,7 157.3
Aliq. Ext 1 184.,5 47,7 1804 | 1476 | 404 156,0 | 160,8 50,7 161,2
Aliq. Ext 1 184,2 45,8 1779 | 1487 39,7 155,3 162,1 41,8 1634
Aliq. Ext2 | 2473 449 1878 | 1398 42,8 145,5 144.1 37,9 151,2
Aliq. Ext 2 2303 41,3 188,5 | 144,1 38,4 151,0 | 1423 38,6 152.4
Aliq. Ext 2 184,1 42,8 176,7 | 1374 | 404 143,7 | 142,6 38,6 158,5
Aliq. Ext 3 191,0 | 489 1649 | 1397 41,9 1312 | 1378 37,2 137.9
Aliq. Ext 3 188,1 48,8 163,7 | 1477 | 435 136,6 | 138,8 37,8 138,2

s? 575,7 8,2 792 | 299 2,5 75,3 87,4 23 | 1221

s 24,0 2,9 8,9 48 1,6 8,7 9.4 4,7 11,1
CV (%) 12,2 6,3 5,0 34 3,9 5,9 6,3 114 7.1
CV (%)

permiti do® 15,0 30,0 20,0 15,0 30,0 20,0 15,0 30,0 20,0
(1) Tabela 11
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Tabela 17 - Resultados para a amostra refrigerada.

RIQAS 42 4
Catecolaminas

NA ADR DA
Extrac¢do 1 176,9 42,3 165,8
Extracc¢do 2 228.0 41,4 174,6
Extrac¢do 3 187,8 42,2 174,8
s® 722.9 0,2 26,4

s 26,9 0,5 5.1

CV (%) 13,6 1,1 3,0

CV (%) permitido”’ 15,0 30,0 20,0
Aliq. Ext 1 181,9 42,4 177,6
Aliq. Ext 1 173,9 422 169,6
Aliq. Ext 2 182,7 41,5 176,0
s® 23,6 0,2 17,9

s 4,9 0.5 42

CV (%) 2,7 1,1 2,4

CV (%) permitido” 15,0 30,0 20,0

(1) Tabela 12

Da anadlise estatistica as catecolaminas fraccionadas, em todos os casos, comparando os
vérios coeficientes de variagdo (CVs) com os valores permitidos, todos se situam dentro
dos limites, mesmo no caso das amostras apenas refrigeradas e das que foram

simultaneamente refrigeradas e depois congeladas.

Estes resultados corroboram ainda mais o que foi confirmado anteriormente sobre o
Controlo Externo — RIQAS, podendo assim este depois de hidratado, ser refrigerado ou
congelado, visto que em ambos os casos os resultados obtidos respeitavam todos os

parametros tidos em conta.

Na tabela 18 constam os dados relativos aos CVs para as catecolaminas totais, das

véarias amostras de Controlo Externo — RIQAS, utilizadas nesta parte do estudo.
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Tabela 18 - Coeficiente de variacdo para catecolaminas totais nas amostras de RIQAS.

RIQAS RIQAS RIQAS RIQAS
42 10 42 11 42 12 42 4
CV (%) catecolaminas totais (Lg/L) Extraccoes 23,8 10,0 27,4 17,7
CV (%) catecolaminas totais (ug/L) Aliq. Extr. 23,5 13,3 24,8 6,2
CV (%) permitido catecolaminas totais (ug/L) @ 29,8

(2) Tabela 12

Mais uma vez, se atesta que estes controlos podem ser tanto refrigerados como
congelados, sem alterar a boa qualidade dos resultados. Isto porque os valores de CVs para
as catecolaminas totais, apresentam todos os valores dentro do limite permitido, tal como

se verificou anteriormente na analise as tabelas 16 e 17.

Além disso, o Controlo Externo — RIQAS 42 4, que esteve uma semana em
refrigeracdo e s6 depois se procedeu a sua extraccdo, apresenta valores de CVs para as
catecolaminas totais mais baixos que os outros controlos, salvo uma excep¢ao (RIQAS 42
11), pelo que neste tipo de controlo utilizando apenas a refrigeracdo obtém-se resultados

bastante bons.

Com base em todos os resultados deste estudo, conclui-se que o método utilizado
mostrou ser sensivel e especifico, pois ele conseguiu detectar pequenas variacdes de
concentracdo das catecolaminas estudadas. Além de que determinou exactamente cada um
dos compostos especificos da amostra, independente dos outros que 14 constavam. Assim
sendo, constatou-se que tanto os controlos como as amostras de urina sdo estdveis,
analisando o parametro catecolaminas urindrias, tanto ao nivel da temperatura como do

periodo de tempo decorridos neste estudo.
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5. Conclusoes

z

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um dos métodos cromatograficos mais
modernos, que com o passar dos anos tem vindo a ser aprimorada a fim de se tornar um
método cada vez mais eficaz na separagdo e quantificacio de compostos. Os seus
equipamentos sdo de elevado custo, mas se for tido em consideracdo a quantidade de
andlises que se pode efectuar, ¢ um investimento que trds retorno. Assim a sua utiliza¢io

em vdrios laboratérios tem-se vindo a tornar indispensével.

O facto de poder combinar o alto poder de resolucdo de HPLC, com a elevada
sensibilidade da deteccdo electroquimica, permitiu estabelecer um método mais rdpido
para a determinacdo das catecolaminas e dos seus metabolitos na urina, contribuindo para

que esta técnica se tornasse uma das mais poderosas técnicas bioanaliticas disponiveis.

Das varias analises efectuadas tanto, as amostras de urina como dos controlos interno e
externo, verificou-se que as catecolaminas urindrias analisadas permaneciam estdveis ao
longo do tempo, salvo raras excepcoes, quando sujeitas a operagdes de refrigeracdo ou
congelacdo/descongelagcdo ou simultaneamente a refrigeracio e congelacao/descongelacao.
Além disso, o método utilizado mostrou ser exacto, pois a andlise ao Controlo Externo —

RIQAS, que serviu para efeitos de avaliacio externa, teve um bom desempenho.

Da andlise a performance cromatogrifica verificou-se que, a coluna utilizada
apresentou tanto uma boa resolu¢do como boa retencdo para os analitos analisados.
Também se constatou que a ADR era o composto para o qual a coluna apresentava maior

performance na separacgao.

Conclui-se com a realizacdo deste trabalho que as amostras de Controlo Interno podem
ser congeladas, durante cerca de um més, a uma temperatura de -15 + 5°C, sem alterar
significativamente os seus resultados. Isto porque neste controlo das trés catecolaminas
analisadas, apenas a NA apresentou valores um pouco andémalos, facto que ja foi discutido
anteriormente, sendo que as outras obtiveram resultados bastante bons. Relativamente as
amostras de urina, estas podem ser tanto refrigeradas como congeladas, embora o melhor
método seja a refrigeracdo visto que foi onde se obtiveram resultados mais precisos e
conclusivos, pois para se ter mais certezas acerca do efeito da congelacdo na urina dever-
se-iam ter utilizado mais amostras nestas condi¢des, uma vez que a amostra utilizada,

Paciente A, apresentou valores um pouco anémalos para a DA. Esse facto, como discutido
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anteriormente, poderia dever-se a algum tipo de doenca ou outra situacdo como uma
contaminacdo da respectiva urina, mas para isso seriam necessdrias mais andlises,
nomeadamente aos metabolitos da urina para descartar a hipétese de algum tipo de tumor
do sistema cromafim. O Paciente C também apresentou valores de DA um pouco alterados,
mas tal como na situacdo anterior, para se provar a existéncia de alguma doenga seriam
necessdrias mais andlises. Assim sendo, com base nos resultados desta parte do estudo,
estas amostras devem ser refrigeradas a cerca de 7 + 3°C, podendo estar armazenadas
nestas condi¢des durante 3 semanas a fim de executar as respectivas andlises. No caso do
Controlo Externo — RIQAS, este depois de hidratado, pode ser tanto refrigerado, a 7 + 3°C,
como congelado, -15 + 5°C, pois ndo se verificaram alteragdes significativas nestas
andlises utilizando diferentes temperaturas, durante um periodo de tempo de cerca de um
més.

O trabalho desenvolvido foi importante pois permitiu tirar conclusdes das quais nao
existiam estudos e que sdo extremamente importantes para a gestdo laboratorial sem
colocar em causa o utente. Isto porque, com este estudo constatou-se que os laboratérios
podem ser mais eficientes, para isso basta apenas reutilizarem os controlos, refrigerando ou
congelando-os, e terem um conjunto razodvel de amostras para analisar. Assim, de futuro

tornar-se-20 mais competitivos e originaram menos residuos.

O estégio realizado foi bastante positivo para a minha formacgdo, permitiu a aquisi¢ao
de conhecimentos abrangentes sobre o quotidiano de um laboratério de anélises e sobre as
boas préticas laboratoriais, bem como a aquisi¢do de conhecimentos especializados sobre
cromatografia liquida de alta eficiéncia e técnicas analiticas de determinacdo de

catecolaminas urinarias.
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6. Sugestao para Trabalho Futuro

Realizar testes durante um periodo de tempo mais longo, utilizando mais amostras tanto

de urina como de controlo.

Executar um estudo semelhante a este, mas em vez de se analisarem as catecolaminas
urindrias, estudar as metanefrinas ou o VMA e HVA. Além de que também se poderiam

analisar as catecolaminas plasmaéticas.
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C - Result corrected
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HUMAN URINE LABORATORY REF. NO. 6928/E CYCLE45 SAMPLE 1 07/07/2014
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HUMAN URINE LABORATORY REF. NO. 6928/E CYCLE 45 SAMPLE1 07/07/2014
Mean for Comparison
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HUMAN URINE LABORATORY REF. NO. 6928/E CYCLE45 SAMPLE1 07/07/2014
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